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摘要 : 【目的 ) 探 完 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 信号 识别 颗粒 9(signal recognition particle 9，SRP9 ) 
基因 的 序列 ,获得 纯化 的 重组 蛋白 ,为 探 完 其 蛋白 功能 英 定 基础 。【 方 法 ] 利 用 RT-PCR 方法 ,以 中 
华 蜜蜂 的 cDNA 为 模板 扩 增 中 华 密 蜂 SRP9 基因 编码 区 ,并 通过 软件 MEGA5.1 构建 系统 发 育 树 ， 
运用 PrediceProtein 和 SWISS-MODEL 等 软件 预测 分 析 蛋 白 结 构 ; 用 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 表达 系 
统 进 行 原核 表达 ;采用 尿素 洗 脱 法 进行 重组 蛋白 纯化 。【 结果 】 扩 增 得 到 的 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 编 
码 区 长 为 237 bp, 命 名 为 4ccSRP9。 该 基因 编码 78 个 氨基 酸 ,编码 蛋白 的 相对 分 子 量 为 9.36 kD， 
等 电 点 为 9.17。 系 统 进 化 树 分 析 表 明 ,AccSRP9 与 西方 蜜蜂 Apis mellifera 的 SRP9 和 小 蜜蜂 Apis 
florea 的 SRP9 聚 成 一 支 。 有 蛋白 质 二 级 结构 预测 发 现 其 含有 2 个 Qa- 螺 旋 区 和 3 个 B- 折 县 区 。 利 用 
同 源 建 模 获得 蛋白 质 的 三 维 结构 。 将 AccSRP9 连 入 表达 载体 pGEX-6P-1 并 在 BL21(DE3 ) 中 进行 
原核 表达 ,发 现 该 重组 蛋白 表达 在 包涵 体 中 ,经 蛋白 纯化 ,最 终 获 得 了 N 端 带 GST 标签 的 重组 蛋白 
pCEX-6P-1-SRP9.。 【结论 】 本 研究 成 功 克 隆 了 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 4ccSRP9 ,对 其 序列 进行 了 分 析 ， 
并 获得 了 第 有 标签 的 重组 蛋白 ,为 进一步 研究 该 基因 的 功能 提供 参考 和 材料 。 
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Abstract:【 Aim 】The study aims to clone the SRP9 gene from the Chinese honeybee, Apis cerana 
cerana, to analyze its sequence, and to gain the purified recombinant protein, so as to lay the foundation 
for the study of its protein function. 【Methods】The cDNA sequence of the SRP9 gene was cloned from 
4. c. cerana by RT-PCR. Then the phylogenetic tree was constructed by MEGAS. 1, and the protein 
structure was predicted and analyzed by software PrediceProtein and SWISS-MODEL. The SRP9 gene of 
A. c. cerana was expressed in Escherichia coli. The recombinant protein was purified by urea elution. 


【 Results) Sequence analysis revealed an open reading frame (ORF) of 237 bp, which was named 4ccSRP9 
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and encodes 78 amino acids. The deduced relative molecular weight of the encoded protein is 9.36 kD 


and the isoelectric point is 9. 17. Phylogenetic analysis showed that the SRP9 proteins of A. ¢. cerana, 


A. mellifera and A. florea cluster together. Protein secondary structure prediction showed that AccSRP9 


contains two Qa-helix and three B-fold regions. By using homology modeling, the predicted three- 


dimensional structure of AccSRP9 was obtained. The AccSRP9 ORF was ligated into the expression vector 


pGEX-6P-1 and then transformed to E. coli BL21( DE3) for prokaryotic expression and the recombinant 


protein was purified. The results showed that the protein was expressed in inclusion bodies. Using the 


method of washing inclusion bodies, the N-terminal GST tagged recombinant protein pGEX-6P-1-SRP9 


was obtained. 【 Conclusion 】This study successfully cloned the SRP9 gene 4ccSRP9 from A. c. cerana, 


analyzed its sequences and obtained the purified recombinant protein, providing referencs and materials 


for further study of the functions of the gene. 
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prokaryotic expression 


人 类 首次 分 离 得 到 了 信号 识别 颗粒 (signal 
recognition particle，SRP ) 是 在 20 世纪 80 年 代 
(Walter and Blobel，1980 ) ,研究 表明 ,SRP 是 普 
存在 于 各 生物 细胞 质 中 的 一 种 核糖 核酸 -生日 复合 
物 , 在 集 日 转运 系统 中 发 挥 重要 作用 (Walter and 
Blobel ，1980; Tozik et al.，2002; 李 童 普 ,，2012 ) 。 
SRP 复合 物 上 存 有 3 个 结合 位 点 ,分 别 为 信号 肽 识 
别 结 合 位 点 、SRP 受 体 和 蛋白 结 合 位 点 以 及 翻 幸 暂 集 
结构 域 (Zwieb and Eichler，2002; Doudna and 
Batey, 2004) 。SRP 能 够 识别 新 合成 肽 链 上 的 信和 号 
肽 序列 ,并 与 之 相 结合 ,使 肽 链 的 合成 速度 降低 或 暂 
时 停止 ,同时 ,SRP 复合 物 通过 与 内 质 网 腊 上 的 SRP 
受 体 相 结 合 ( Meyer and Dobberstein ，1980 ) , 介 导 核 
糖 体 与 内 质 网 膜 结 合 ,进而 引导 新 生 肽 链 转运 到 粗 
面 内 质 网 。 随 后 ,该 复合 物 释放 出 信号 肽 ,SRP 同 新 
生 的 肽 链 相 分 离 ,核糖 体 恢复 翻译 ,SRP 进入 下 一 轮 
的 转运 循环 (Halic et al., 2004; Luirink and Sinning， 
2004; Mary et al., 2010)。 在 真 核 生物 中 ,SRP 是 由 
一 个 300 多 碱 基 长 度 的 非 编 码 Alu RNA 分 子 和 6 个 
多 肽 组 成 ,这 6 种 多 肽 分 别 为 : SRP9，SRP14， 
SRP19, SRP54, SRP68 和 SRP72 ( Keenan et al., 
2001 ; Wild et al., 2002 ) 。 其 中 ,SRP9 和 SRP14 以 异 
源 二 聚 体 的 形式 存在 ,二 者 位 于 SRP 大 分 子 的 末端 ， 
它们 可 以 直接 绑 定 到 SRP RNA 的 5 并 和 3' 端 ,以 确 
保 正 党 翻译 (Doublik et al., 1996; Shan and Walter， 
2005 ) 。 这 种 SRP 介 守 的 集 日 识别 转运 机 制 是 十 分 
重要 的 一 种 机 制 ,对 于 生物 的 遗传 发 育 、 生 理 代谢 、 疾 
病 发 生 等 有 看 密切 的 关系 。 因 此 ,人 研究 参与 SRP 循 
环 相关 基因 的 功能 及 和 集 日 便 有 看 举足轻重 的 作用 。 

中 华 蜜蜂 赛 状 幼虫 病 (sacbrood) 是 目前 蜂 业 生 















































产 中 对 中 华 蜜蜂 饲养 威胁 最 大 的 一 种 病毒 病 , 由 中 
华 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 (Chinese Sacbrood Virus ， 
CSBV) 引 起 ,近年 来 由 于 环境 变化 等 多 种 原因 ,中 华 
蜜蜂 圳 状 幼虫 病 发 病 极其 严重 ,目前 为 止 ,还 没有 十 
分 有 效 的 方法 可 以 完全 治愈 ( 杨 采 鉴 等 ,1988; 李 
向 等 , 2014)。 前 期 我 们 在 对 接种 宫 状 幼虫 病毒 的 
中 华 蜜蜂 转录 组 数据 分 析 时 ,发 现 了 中 华 蜜蜂 SRP9 
基因 在 病毒 感染 之 后 表达 量 显 铸 上 调 , 这 说 明 SRP9 
可 能 在 中 华 蜜蜂 响应 CSBV 感染 的 过 程 中 具有 重要 
的 功能 。 因 此 ,本 人 研究 对 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 进行 
元 隆 , 对 其 编码 集 白 质 进 行 相关 生物 信息 学 分 析 以 
及 原核 表达 和 纯化 ,为 后 续 研 究 中 华 蜜蜂 圳 状 幼 虫 
病毒 与 宿主 的 互 作 商定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 

中 华 蜜蜂 出 房 后 6 -14 d 的 工蜂 , 取 目 中 国 农 
业 科学 院 蜜蜂 人 研究 所 蜜蜂 饲养 场 中 华 蜜蜂 蜂 群 , 样 
品 采 集 后 于 液 扼 迅速 冷冻 , 存 于 -80Y 冰箱 低温 保 
存 备用 。 
1.2 主要 试剂 与 仪 兹 
1.2.1 试剂 : RNA 反 转 录 试 剂 盒 ( Promega 有 反 转 有 录 
试剂 使 A5000), 购 日 普 洛 交 格 ( 北 泵 ) 生 物 拉 术 有 
限 公 司 ;总 RNA 提取 试剂 TRIzol Reagent, 购 上 自 
Invitrogen 公司 ;TransTag DNA Polymerase High Fidelity 
酶 ,pEASY-TS 克隆 载体 ,大 肠 杆 菌 Kscherichia coli 克隆 
感受 态 细 胞 TransT1 ,大 肠 杆 画 表 达 感 受 态 细胞 
BL21(DE3) ,I4 DNA 快速 连接 酶 , 均 购 目 北京 全 元 
金 生物 技术 有 限 公 司 ; 表 达 载 体 pGEX-6P-1 ,由 中 
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农业 科学 院 冀 牧 兽医 研究 所 提供 ;DNA 限制 性 内 切 
酶 kcoR [ 和 Noi 工 , 购 和 目 NEB 公司 ;质粒 DNA 提取 
试剂 盒 . 球 脂 糖 凝 腕 DNA 回收 试剂 盒 , 购 目 OMEGA 
Bio-Tek 公司 ; 一 抗 Mouse Anti-GST Tag Antibody 
(bs-2122R ) ,二 抗 Coat Anti-mouse leM Whole Serum 
Antibody (bs-0368Gs) , 均 购 目 北京 博 奥 穆 生 物 扩 术 
有 限 公 司 ;5 x SDS-PACE 上 样 缓冲 液 , One Step 
Western Kit HRP (MOUSE ) 试剂 盒 , 购 自 北 京 康 为 
世纪 生物 科技 有 限 公 司 ; 氧 仿 ` 异 两 醇 、 无 水 乙醇 等 
分 析 纯 , 购 目 北京 化 工厂 ;LB 固体 培养 基 、LB 液体 
培养 基 、 氨 证 、IPTG 等 , 购 目 北京 经 日 今 典 科技 有 限 
A 
1.2.2 仪 硕 : 37 世 恒温 培养 箱 ( 上 海 一 恒 科 学 仪 硕 
有 限 公 司 ) ;恒温 振 沪 硕 ( 太 仓 实验 设备 三 ) ;电热 恒 
温水 浴 锅 (上 海 一 恒 科 学 仪 锅 有 限 公 司 ) ;离心 机 
(大 龙 兴 创 实验 仪 各 有 限 公司 ) ; 制 冰 机 (北京 长 流 
科学 仪 硕 公司 ) ; 超 净 工作 台 ( 北 京东 联 哈 尔 仪 帮 制 
造 有 限 公司 ) ;DYY-6C 型 电泳 仪 (北京 六 一 科技 有 
限 公 司 产 品 ); Mastercycler Gradient 型 PCR 仪 
(Eppendorf 公司 产品 ) ;全 自动 紫外 与 可 见 分 析 装 置 
(北京 宪 智 创业 科技 有 限 公 司 )。 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 NCBI 西方 蜜蜂 Apis mellifera 的 SRP9 
mRNA 的 开放 阅 谈 框 序列 (CenBank 登录 号: XM_ 
001120520.3) ,设计 市 有 酶 切 位 点 的 特异 性 引物 用 
于 扩 增 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 的 开放 阅读 框 ,其 中 上 
洲 引 物 加 入 EcoR I 酶 切 位 态 , 下 游 引 物 加 入 Not I 
酶 切 位 点 ,具体 序列 为 : 

SRP9-Forward. 9 -CCGAATTCATGCACGTATTTAA 
ATTCAT-3 

SRP9-Reverse: 5’-ATTTGCGGCCGCTTAGCTCT 
CCTTAGATGCCA-3', 

引物 由 北京 博 迈 德 公 司 合成 。 
1.4 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 的 克隆 
1.4.1 中 华 蜜蜂 总 RNA 的 提取 : 取出 房 后 6 -14 
d 工蜂 100 mg, 放 入 1.5 mL EP 管 中 , 加 入 液 氨 进行 
研 麻 。 根 据 TRIzol 法 提取 RNA ,采用 琢 脂 糖 凝 胶 电 
泳 方法 检测 总 RNA 的 纯度 和 浓度 ,并 将 提取 好 的 
RNA 存 于 -807 ,保存 备用 。 
1.4.2 单 链 cDNA 的 合成 : 将 样品 的 总 RNA 稀释 
到 1 pg/kL, 根 据 Promega 反 转 录 试 剂 例 ,采用 5 引物 
Prime Oligo( dT) 进 行 , 取 1 kL 样品 进行 反 转 录 合成 
单 链 cDNA。 将 其 置 于 -20 保存 备用 。 
1.4.3 中 华 蜜 蜂 SRP9 基因 的 RT-PCR.: 10 x 




















TransTag HiFi Buffer [[ 3 nL,2.5 mmol/L dNTPs 
4 nL,TransTag HiFi DNA Polymerase 1 nL,ddH,0O 34 
WL, 正 有 反问 引物 SRP9-Forward/SRP9-Reverse (10 
mol[L) 各 1 pL, 模 板 cDNA 4 RL。 反 应 程序 : 
947 预 变 性 3 min; 扩 增 循环 为 30 次 ,一 次 循环 为 : 
94% 变 性 30 s.$56% 退火 30 s.72% 延伸 60 s; 然后 
7280 保 持 10 min, 使 产物 延伸 完整 ,最 后 4 保存 。 
PCR 产物 用 1% 的 珠 脂 糖 电 泳 检测 。 检 测 正 确 后 ， 
使 用 珠 脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 盒 , 将 PCR 产物 切 
胶 纯 化 。 
1.4.4 PCR 产物 的 克隆 与 鉴定 : 将 纯化 的 产物 与 
pEasy-T]1 克隆 载体 在 25Y 金 属 浴 下 连接 15 min, 连 
接 体系 为 :PCR 产物 4 kwL,pEasy-T1 克隆 载体 1 kL。 
然后 转化 入 Trans1-Tl 大 肠 丁 阔 克 隆 感 受 态 细胞 ， 
涂 布 到 含 Ampicillin(50 jpg/ nL) ,X-Gal(20 mg/ mL) 
和 IPTG(500 mmol/L) 的 LB 培养 基 中 培养 ,12 h 
后 , 挑 取 白 色 曾 沙 (10 个 ), 放 人 含 Ampicillin (50 
wg/HL) 的 LB 液体 培养 基 中 , 震 沪 培养 过 夜 。 做 画 
液 PCR 进行 初步 阳性 鉴定 ,利用 EcoR1 和 wo 工 双 
梅 切 的 方法 鉴定 阳性 落落 选取 阳性 元 隆 , 送 至 华 大 
公司 测序 鉴定 所 克隆 的 序列 。 
1.5 序列 分 析 

采用 Bioedit 软件 对 所 得 到 的 DNA 序列 进行 翻 
详 ; 利 用 NCBI 的 BLAST 程序 将 中 华 蜜蜂 和 西方 蜜 
蜂 SRP9 基因 的 开放 阅读 框 序 列 进 行 比 对 ;利用 
NCBI 的 GenBank 数据 库 检 索 并 下 载 已 报道 的 17 个 
物种 的 SRP9 妥 基 酸 序列 ;采用 NCBI 的 BLAST 程 
序 比 对 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 SRP9 妥 基 酸 序列 的 一 
致 性 ;应 用 MECA5. 1 进行 序列 对 比 并 建立 系统 发 
育 树 。 
1.6 和 蛋白 结构 预测 分 析 

采用 PrediceProtein 在 线 分 析 软 件 分 别 进行 中 
华 蜜 蜂 SRP9 和 集 日 进行 二 级 结构 预测 。 通 过 SWISS- 
MODEL 利用 相似 性 较 高 的 模板 对 SRP9 进行 同 源 
建 模 。 
1.7 SRP9 的 原核 表达 
1.7.1 重组 质粒 的 构建 ; 将 已 构建 成 功 的 pEasy- 
T1-SRP9 和 原核 表达 载体 PCEX-6P-1 分 别 用 限制 性 
内 切 酶 EcoRT 和 Noi 工 在 37Y 双 酶 切 2 ~3 bh, 获得 
SRP9 基因 片段 和 线性 化 的 原核 表达 载体 。 鉴 定之 
后 回收 酶 切 产 物 。 而 后 用 1 DNA 快速 连接 酶 进行 
连接 反应 ,10 pL 体系 :SRP9 基因 片段 5 nL,pGEX- 
6P-1 双 酶 切 产 物 1 pL,5 x T4 DNA Ligase buffer 
2 LL,T4 DNA 快速 连接 酶 1 pL,ddH,0O 1 pL,25C 
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连接 15 min。 连 接 完 毕 之 后 ,将 该 重组 质粒 转化 到 
感受 态 细 胞 DH5Sa , 凯 选 阳性 克隆 并 进行 测序 。 将 
测序 正确 的 重组 质粒 转化 入 感受 态 细 胞 BL21 
(DE3 ) ,鉴定 为 阳性 后 用 于 原核 表达 实验 。 

1.7.2 目的 基因 的 诱导 表达 : 将 含有 pGEX-6P-1- 
SRP9 质粒 的 BL21 (DE3 ) 阳性 落 在 舍 有 Ampicillin 
(50 pg/mL) 的 LB 液体 培养 基 中 培养 扩 款 ,再 投 
1:100(vv) 的 比例 转 接 于 100 mL 含 Ampicillin (50 
wg/mL) 的 LB 液体 培养 基 中 ,37%C 振荡 培养 至 0D 
值 为 0.6 ~0.8 时 , 按 1:1000(wv) 加 入 IPTG(50 
hg AmL) 进行 诱导 ,于 37% 摇 床 中 振 沪 培养 4 h 左 
右 , 取 出 2 mL 坪 液 ,离心 后 去 上 清 , 阔 沉淀 用 100 pL 
PBS 重 悬 后 ,加 入 1/4 体积 的 5 x SDS-PAGE 上 样 组 
冲 液 ,沸水 中 者 5 min, 于 分 离 胶 为 12% 的 SDS- 
PAGE 凝 胶 中 进行 电泳 。 电 泳 条 件 为 :在 上 层 浓 缩 
胶 中 电压 为 80 V(15 min) ,下层 分 离 胶 中 电压 为 
120 V(75 min)。90 min 后 用 考 马 期 完 蓝 对 凝 胶 进 
行 染色 ,初步 鉴定 目的 集 日 是 否 表达 。 

1.7.3 表达 产物 的 Western blot 印迹 分 析 : 将 重组 
集 日 从 SDS-PAGE 沪 胶 电 转 到 NC 腊 上 ,采用 CST 
标签 抗体 Mouse Anti-GST Tag Antibody 进行 一 抗 孵 
育 , 以 及 二 抗 Goat Anti-mouse leM Whole Serum 
Antibody 孵育 之 后 ,使 用 康 为 公司 的 One Step 
Western Kit HRP (MOUSE ) 试剂 盒 进 行 显 色 。 进 一 
步 硝 定 表 达 产 物 的 准确 性 。 

1.8 SRP9 和 蛋白 的 纯化 

1.8.1 重组 集 日 表达 形式 分 析 : 对 大 量 诱导 后 的 
菌 体 进行 超声 波 破 碎 , 经 12 000 r/min 离心 30 min 
后 , 取 上 清和 沉淀 进行 SDS-PAGE ,得 出 表达 的 和 蛋 日 
在 上 清 还 是 包 育 体 中 。 

1.8.2 重组 集 白 的 包涵 体 纯化 : 根据 重组 集 日 的 
表达 形式 ,选择 梯度 尿素 洗 脱 法 对 包涵 体 进行 纯化 。 
将 超声 处 理 后 的 沉淀 依次 在 包 泣 体 洗 次 液 1 和 洗涤 
液 2 中 进行 重 基 溶解 ,之 后 在 含 8 molL 尿素 的 变 
性 液 中 进行 变性 ,再 在 不 同 浓度 尿素 的 复 性 液 中 低 
温 透 析 ,最 后 置换 到 PBS 中 ,获得 纯化 集 日 。 























2 :结果 


2.1 中 华 蜜蜂 SRP9 基因 的 克隆 与 鉴定 

以 中 华军 蜂 cDNA 为 模板 ,用 SRP9-Forward 和 
SRP9-Reverse 为 引物 进行 扩 增 ,电泳 得 到 约 250 bp 
大 小 户 段 (图 1) ,将 该 族 段 进行 腕 回收 之 后 连接 到 
pEASY-T1 克隆 载体 ,获得 重组 质粒 pEASY-TI1- 


SRP9 ,利用 kcoR | 和 Not 工 双 酶 切 鉴定 的 结果 (图 
2) ,在 250 bp 位 置 处 显示 了 目的 条 带 。 对 重组 质粒 











进行 测序 ,获得 了 有 效 序列 256 bp。 将 该 序列 在 
NCBI 上 进行 同 源 性 检索 ,结果 表明 其 与 预测 的 西方 
蜜蜂 SRP9 基因 的 编码 序列 最 相似 , 核 苷 酸 序列 一 
致 性 为 99% 。 将 该 基因 命名 为 4ccSRP9 。 


M ] 
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图 中华 蜜 蜂 SRP9 基因 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of the SRP9 gene from 
Apis cerana cerana 
M: DNA 分 子 质 量 标准 DNA Marker; 1: SRP9 基因 PCR 产物 PCR 
product of SRP9 gene. 
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图 2 重组 质粒 pEASY-T1-SRP9 双 酶 切 鉴定 结果 
Fig. 2 Restriction enzyme digestion of pEASY-T1-SRP9 
M: DNA 分 子 质量 标准 DNA Marker; 1: 双 酶 切 结 果 Restriction 
digestion result of pEASY-T1-SRPS. 


2.2 ”中华 蜜蜂 SRP9 蛋白 与 其 他 物种 的 同 源 蛋 白 
比较 分 析 

对 克隆 测序 结果 进行 编码 区 分 析 , 结 果 显 示 中 
华 蜜蜂 AccSRP9 开放 阅读 框 (ORF) 全 长 为 237 bp 
(图 3) ,编码 78 个 氨基 酸 , 预 测 分 子 量 为 9.36 kD， 
等 电 点 为 9.17。 

我 们 利用 NCBI 中 BLAST 将 中 华 蜜蜂 SRP9 与 
已 报道 的 其 他 物种 的 SRP9 的 氨基 酸 序列 进行 两 两 
比较 ,结果 表明 ( 表 1) ,中 华 蜜蜂 SRP9 与 西方 蜜蜂 
SRP9 氮 基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达 100% ;与 小 蜜蜂 
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1 ATOGRCGTATTTAAATTCATGGGAAGAGTTCGAAAAAGGTOGCTGAGAGGTTATATCTTCAA 
1 M TYT IN 3 W E E F E KK G&G A EE R LL YY LL 0 
61 GATCCAATGAAGGCTCGGTATACAATGAAATATTGCCATAATAAAGGTATTTTATGTCTA 
2z1 D PP NM EK A R YY¥ TT M K YY CC HH NN EK GG I LL CC 工 
1z1 AAACTTACAGATAATCGAACGTGTCTACAATATAAAACGGAPAATAGCACAGOGACTTAADD 
41 K ILI T DN RR TT CC LL 0 YY KE T E I A 0 DL EK 
1 全 工 AAGATGGAAAAATTTATAGGAAATTTGATGAGGCATATGGCATCTAAGGA 
61 KEK M EE KEK F I G&G N LIL M R HH M A 3 KEK E 38 * 





图 3 中 华 蜜蜂 4ccSRP9 的 核 并 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of AccSRP9 from Apis cerana cerana 


方 框 所 示 为 起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 。The initiation codon and termination codon are boxed. 





SRP9 .欧洲 能 蜂 SRP9 氨基 酸 序 列 一 致 性 也 较 高 ,分 
别 高 达 99% 和 97% 。 在 进化 地 位 上 中 华 密 蜂 SRP9 


表 1 中 华 蜜蜂 SRP9 编码 蛋白 与 其 他 物种 的 同 源 蛋白 氨基 酸 序列 一 致 性 比较 


Table 1] Amino acid sequence identity alijgnment of SRP9 proteins from Apis cerana cerana and other Species 


来 源 物种 

Origin species 
西方 蜜蜂 Apis mellifera 
小 蜜蜂 Apis florea 
欧洲 熊 蜂 Bombus terrestris 
能 蜂 Bombus impatiens 
首 和 医 切 叶 蜂 Megachile rotundata 
小 黄 家 凡 Monomorium pharaonis 
美洲 收获 蚁 Pogonomyrmex barbatus 
赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum 
体 乔 Pediceulus humanus corporis 
茶 刻 晴 Halyomorpha halys 
小 菜 蛾 Plutella xylostella 
食 蟹 猴 Macaca fascicularis 
家 看 Bombyx mori 
斑马 鱼 Danio rerio 
人 Homo sapiens 
小 鼠 Mus musculus 


秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 


GenBank 登录 号 





GenBank accession no. 


须 基 酸 序列 一 致 性 (% ) 


Amino acid sequence identity 


XP_ 0011203520.1 100 
XP 012347033. 1 99 
XP_003393564.1 97 
XP_003492806.1 96 
XP_003701642.1 94 
XP_012526925.1 91 
XP_011638005.1 88 
XP_008190559.1 74 
XP_002426310.1 73 
XP_014284153.1 69 
XP_011556653.1 02 
XP_005541054.1 02 
NP_001091816.1 59 

NP_957390.1 59 

NP_003124.1 59 

NP_036188.1 55 

NP_499026.1 55 

NP_648163.1 S51 





与 西方 早 蜂 SRP9 小 宫 蜂 SRP9 也 最 相近 , 聚 成 
一 禾 。 


腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 


将 中 华 蜜蜂 AccSRP9 与 已 报章 的 其 他 物种 的 
SRP9 和 集 日 的 氨基 酸 序 列 进 行 多 重 序 列 比 较 , 采 用 
MEGAS.1 的 邻 位 相连 法 (neighbor-joining, NJ ) 对 这 
18 个 候选 物种 的 SRP9 妥 基 酸 序列 构建 进化 树 (图 
4) 进化 树 结果 表明 ,中 华 蜜蜂 SRP9 与 同 为 膜 翅 目 
的 其 他 昆虫 如 西方 塞 蜂 Apis mellifera、 小 蜜蜂 Apis 
florea 杀 绿 天 系 最 近 , 处 于 同一 个 族 中 。 

2.3 中 华 蜜蜂 AccSRP9 蛋白 二 级 结构 预测 

利用 PredictProtein 在 线 网 站 (https://www. 
predictprotein. orge/ ) 对 中 华 蜜 蜂 AccSRP9 和 蛋白 进行 
二 级 结构 预测 ,结果 如 图 5 所 示 ,AccSRP9 和 集 日 售 有 


2 个 a 螺旋 和 3 个 B 折 著 结构 ,以 alpha-beta-beta- 
beta-alpha 的 排列 方式 存在 。 没 有 预测 到 有恒 日 含有 
二 令 健 或 器 膜 结构 域 。 
2.4 ”中 华 蜜蜂 AccSRP9 和 蛋白 三 级 结构 预测 

利用 SWISS-MODEL 在 线 网 站 (https://www. 
swissmodel. expasy. ore/ ) 对 中 华 蜜 蜂 AccSRP9 和 蛋白 
进行 三 级 结构 预测 , 选择 氨基 酸 一 任性 最 高 为 
56.41% 的 4uyk. 1. A 作为 同 源 模拟 的 模板 ,进行 
AccSRP9 单 体 的 同 源 建 模 ,得 出 相关 3D 模型 (图 6: 
A) ,2 个 oa- 螺旋 平行 排列 在 图 示 和 集 白 结构 的 外 表 
面 ,3 个 B- 折 车 平行 排列 在 图 示 和 集 日 结构 的 内 表面 。 
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中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana SRP9 


80 西方 蜜蜂 Apis mellifera SRP9 (XP_001120520.1) 
Es 小 蜜蜂 Apis florea SRP9 (XP_012347633.1) 
雄 蜂 Bombus impatiens SRP9 (XP_003492806.1) 


欧洲 能 蜂 Bombus iterrestris SRP9 (XP_003393564.1) 


91 
42 
首 荐 切 叶 蜂 Megachile rotundata SRP9 (XP_003701642.1) 


35 小 黄 家 凤 Monomorium pharaonis SRP9 (XP_012526925.1) 


83 美洲 收获 蚁 Pogonomyrmex barbatus SRP9 (XP_011638005.1) 


30 
体重 Pediculus humanus corports SRP9 (XP_002426310.1) 


茶 允 岸 Halyomorpha halys SRP9 (XP_014284153.1) 
> 果 蝇 Drosophila melanogaster SRP9 (NP_648163.1) 
小 某 蛾 Phutella xylostella SRP9 (XP_011556653.1) 


30 
98 家 大 Bombyx mor SRP9 (NP_001091816.1) 


赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum SRP9 (XP_008190559.1) 
秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans SRP9 (NP_499026.1) 


斑马 鱼 Danio rerio SRP9 (NP_957390.1) 


82 
09 小 刀 Mus musculus SRP9 (NP_036188.1) 
90 食 蟹 猴 Macaca fascicularis SRP9 (XP_005541054.1) 
77L A 人 Homo sapiens SRP9 (NP_003124.1) 
A 
0.1 





图 4 ”基于 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 SRP9 重 日 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 (邻接 法 ) 


Fig. 4 Neighbor-joining tree based on amino acid sequences of SRP9 proteins from Apis cerana cerana and other species 


以 0.05 的 遗传 距离 作为 标尺 。The genetic distance of 0.05 is used as the scale bar. 
60 64 68 72 


4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 S56 
一 一 一 
78 


1 
CC = = | | 
图 5 中 华 蜜蜂 AccSRP9 生日 二 级 结构 预测 


Fig. S$ The secondary structure prediction of AccSRP9 from Apis cerana cerana 
The red frame indicates alpha helices; the blue frame indicates beta-sheet. 


图 中 红色 代表 a- 螺 旋 ; 蓝 色 代表 B- 折 香 。 
已 报道 SRP9 和 SRP14 以 异 源 二 聚 体 的 形式 发 挥 功 ” 华 蜜蜂 SRP9 的 三 级 结构 进行 比较 ,我 们 发 现 中 华 
能 ,因此 ,根据 已 报道 的 小 鼠 的 SRP9/14 的 晶体 结 ”蜜蜂 AccSRP9 和 集 日 的 三 级 结构 与 小 鼠 二 聚 体 中 的 
构 (PDB:1914) ,利用 Pymol 软件 显示 了 异 源 二 聚 体 SRP9 三 级 结构 非常 类 似 。 由 此 推测 中 华 蜜蜂 
SRP9/14 的 三 级 结构 (图 6: B)。 将 其 与 预测 的 中 ”AccSRP9 可 能 具有 与 小 鼠 SRP9 类 似 的 功能 。 











图 6 ”中华 蜜蜂 SRP9 和 蛋白 单 体 三 级 结构 同 源 模拟 (A) 和 小 鼠 SRP9/14 异 源 二 聚 体 的 三 维 结构 (B) 比较 


Fig. 6 The tertiary structure prediction of Apis cerana cerana SRP9 monomer protein (A) and Mus musculus SRP9/14 heterodimer (B) 
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2.5 中 华 蜜蜂 AccSRP9 原核 表达 

通过 和 集 日 质 结 构 预 测 没有 发 现 跨 膜 区 ,因此 ,将 
中 华 蜜蜂 hccSRP9 基因 全 长 连 入 pGEX-6P-1 原核 
表达 载体 中 ,构建 重组 质粒 pGEX-6P-1-SRP9 ,鉴定 
为 阳性 后 ,将 其 转化 到 大 肠 杆菌 感受 态 细 胞 BL21 





(DE3) ,进行 IPTG 诱导 原核 表达 。 通 过 SDS-PAGE 
进行 初步 分 析 , 结 琳 表 明 , 与 末 谤 导 相 比 ,在 35 kD 
处 出 现 条 市 (图 7: A)。 进 一 步 利 用 GST 标签 抗体 
进行 Western blot 印迹 分 析 , 显 色 后 在 35 kD 左右 处 
出 现 单 一 条 带 ( 图 7.; B)。 
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图 7 pGEX-6P-1-SRP9 融合 蛋白 的 诱导 表达 (A) 和 Western blot 检测 (B) 
Fig. 7 Induced expression and detection of the fusion protein pGEX-6P-1-SRP9 ( A) and the result of Western blot (B) 





M: 蛋白质 相 对 分 子 质量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1 : 重组 质粒 未 诱导 结果 Expressed protein product from pGEX-6P-1-SRP9 without 
IPTG induction; 2: 重组 质粒 诱导 后 表达 结果 Expressed protein product from pGEX-6P-1-SRP9 induced by IPTG. 





2.6 ”融合 蛋白 表达 形式 鉴定 及 纯化 

将 菌 体 超声 完毕 后 ,经 过 SDS-PAGE 分 析 可 得 
该 融合 恒 白 的 表达 在 包涵 体 中 。 同 时 采用 洗 包 涵 体 
的 方法 进行 纯化 ,得 出 纯化 后 的 融合 蛋白 pGEX-6P- 
1-SRP9( 图 8) ,为 探究 中 华 蜜蜂 AccSRP9 功能 丙 定 
基础 。 











图 8 融合 集 日 pCEX-6P-1-SRP9 的 纯化 
Fig. 8 Purification of the fusion protein pGEX-6P-1-SRP9 
M: 蛋白质 相对 分 子 质 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: 
融合 蛋白 超声 后 上 清 Supernatant of fusion protein after ultrasonic 
processing; 2: 融合 蛋白 超声 后 沉 活 Sediment of fusion protein after 
ultrasonic processing; 3: 融合 蛋白 纯化 Purification of the fusion 


proten. 


3 讨论 


SRP 转运 途径 是 真 核 生 物 和 原核 生物 中 的 重要 


的 重 日 转运 途径 ,该 途径 在 上 自然界 生物 中 保守 存在 
〈 往 艳 艳 等 , 2016 ) 。 在 真 核 生 物 中 ,SRP 复合 物 分 
为 Alu 结构 域 和 S 结构 域 两 个 区 域 ( Akopian et al.， 
2013) ,SRP9 为 Alu 结构 域 的 一 个 亚 基 ,通常 与 
SRP14 共同 作用 ,捕获 新 生 肽 链 (Zhang and Shan ， 
2012) 。 近 期 全 究 表明 ,由 SRP9Z14 和 转 座 子 来 源 
的 非 编码 Alu RNA 组 成 的 SRP RNP 介 导 真 核 细胞 
中 的 集 日 质 翻 详 起 始 的 抑制 过 程 ( Hasler and Strub， 
2006) 。 即 SRP9/14 被 Alu RNA 运输 到 40S 核糖 体 
上 并 结合 在 40S 核糖 体 ,阻止 了 40S 核糖 体 进 一 步 
形成 48S 核糖 体 复合 物 ,抑制 了 翻译 起 始 复 合 物 的 
形成 。 其 中 ,SRP9 重 日 C 端的 3 个 赖 氨 酸 对 于 SRP 
RNP 复合 物 功能 发 挥 非常 关键 ( Lakkaraju et al.， 
2008; Mary et cl.，2010 ) 。 该 抑制 过 程 不 仅 抑 制 了 
依赖 于 帽子 的 mRNA 的 翻译 ,也 抑制 了 IRES 介 早 
的 翻译 过 程 ,在 HCV 和 CrPV 感染 的 细胞 中 , Alu 
RNP 可 以 抑制 这 两 种 病毒 在 细胞 内 的 翻译 起 始 
(Ivanova et al., 2015 ) 。 

中 华 蜜蜂 SRP9 的 研究 尚未 见报 道 。 本 研究 在 
前 期 的 蜜蜂 宫 状 幼虫 病毒 接种 后 的 抗 感 实验 中 发 
现 , 中 华 蜜蜂 在 接种 者 状 幼虫 病 毒 后 ,SRP9 的 表达 
量 增 加 ,差异 极 显 车 。 因 此 ,本 研究 开展 了 对 中 华 宫 
蜂 SRP9 基因 克隆 及 表达 研究 。 本 研究 首次 克隆 获 
得 了 北京 地 区 中 华 蜜蜂 成 年 工蜂 的 SRP9 基因 序 
列 。 通 过 氨基 酸 序列 比 对 分 析 发 现 , 该 基因 编码 集 
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日 在 西方 塞 蜂 和 其 他 物种 中 保守 存在 。SRP9 基因 
系统 进化 树 结果 也 说 明 ,SRP9 的 聚 类 情况 与 物种 分 
类 相 一 致 。 对 蛋白质 的 二 级 结构 和 三 级 结构 预测 结 
果 进 一 步 表 明 ,SRP9 重 白 的 结构 也 是 保守 存在 的 。 
重 白 质 的 功能 与 其 空间 结构 是 相互 关联 统一 的 ( 张 
安 胜 和 王 爱 平 ，2015 ) ,因此 ,我 们 推测 中 华 蜜 蜂 
SRP9 和 蛋白 的 功能 可 能 与 已 报道 的 真 核 生 物 的 SRP9 
功能 类 似 , 在 重 白 质 转运 过 程 中 发 挥 作用 。 人 研究 表 
明 ,病毒 的 复制 一 般 依赖 于 细胞 的 膜 系统 进行 ,并 且 
病毒 复制 依赖 于 箱 主 细胞 中 相关 的 集 日 质 元 件 
( Denison et al., 2008 ) 。 

目前 为 止 ,我 们 对 中 华 蜜蜂 4ccSRP9 基因 功能 
的 验证 还 未 开展 ,尤其 是 其 在 中 华 蜜蜂 在 感染 赛 状 
幼虫 病毒 的 条 件 下 ,其 基因 功能 也 未 开展 。 本 实验 
采用 原核 表达 方法 获得 了 中 华 蜜蜂 AccSRP9 重组 
蛋白 ,并 对 其 进行 了 纯化 ,这 为 后 续 的 抗体 制备 、 免 
疫 组 化 等 研究 提供 了 基础 材料 , 为 深入 人 研究 
AccSRP9 的 功能 莫 定 了 基础 。 
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